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 従来、細胞生物学分野の研究では、シャーレやマイクロウェルプレートに
培養した多数の細胞群を使った実験により細胞機能の情報を得てきた。この
方法では、多くの細胞の情報が混在しているため平均値の情報しか得られな
かった。例えば同じ遺伝子を持つ細胞であっても、環境に対する経時変化や、
他の細胞との相互作用の違いによって生じる個々の細胞の機能変化は異なる。
そのため、一細胞単位での機能解析が行える技術と道具が待望されている。
著者は、このような生命科学研究における要望に応えるため、個別細胞の機
能解析ひいては生体一分子機能解析の実現を最終目的として、従来の実験系
の様々な要素を MEMS（M i c r o  E l e c t r o  M e c h a n i c a l  S y s t e m s）技術により高機
能化させ、マイクロ流体システム上に集積化する研究を行った。  
本論文はその研究成果をまとめたものであり、全九章から構成されている。
以下各章ごとにその概要を述べる。  
 第一章「序論」では、まず、生体分子機能解析のための従来の一連の手順、
特徴について概説した。次に、これらの機構をマイクロ流体システムとして
集積化した場合の有用性について論じた。  
 第二章「ガラス流路表面の平滑化技術」では、新しく開発したフッ酸と硫
酸、フッ酸と硝酸の混酸を用いたガラスエッチング技術について論じた。マ
イクロ流体システム中で光学的一分子観察を行うためには、ガラスマイクロ
流路の表面を光学研磨レベルの表面粗さに加工する必要がある。しかし、従
来のドライ、ウェットエッチング技術では加工面の表面粗さが原因で散乱光
が大きいという問題点があった。この問題を解決するため、エッチング時に
流路作製と同時に光学研磨レベルのガラス流路表面を作製可能な新しいエッ
チャントを開発した。その結果、エッチング後のガラス流路の表面粗さを数
nm 以下にでき、散乱光の影響を抑えた実用的なガラス流路内光学的観察面
の作製に初めて成功した。  
 第三章「細胞培養のための CF 膜ウェル構造体形成技術」では、耐薬品性、
タンパク質の吸着が少ないといった特長を持つ新しい細胞培養用 CF 膜ウェ
ル構造体を形成する手法について論じた。従来のウェルプレート等は、細胞
をウェル中に入れる際ハンドリング操作が必要とされる。そのため、マイク
ロ流体システムと組み合わせて、 I n - l i n e で細胞が一つずつ入れ物（ウェル）
に振り分けられるシステムが求められている。そこで、本研究では、D E E P - R I E
のエッチングと側壁保護の工程を制御し、側壁保護で生成される CF 膜を 3
次元構造体として形成する手法を確立した。これによりマイクロ流路中に CF
膜ウェル構造体の形成が可能となり、In - l ine での細胞培養の可能性に道を開
いた。  
 第四章「生体分子へのダメージを抑えた細胞破砕システムの開発」では、
新しく開発した「 PDMS ( p o l y d i me t h y l s i l o x an e )  マイクロバルブを用いたニュ
ーマチック細胞破砕システム」とその応用について論じた。一般的な細胞破
砕方法である界面活性剤や酵素を用いた化学的手段においては、破砕の際、
 結合の弱いタンパク質は変性や断片化が生じる可能性がある。また、超音波
や剪断応力を用いた物理的手法においては、タンパク質複合体などの超分子
複合体の結合が壊れ、タンパク質の機能が損なわれるといった問題点がある。
本研究では、細胞内タンパク質の機能を維持したまま取り出すことを目的に、
P D M S マイクロバルブを用いた細胞破砕デバイスを新たに開発した。これを
用いて、特異的に染色したミトコンドリア持つ細胞をマイクロ流路中で捕捉
し、個々のミトコンドリアを観察しつつ細胞破砕を行った。本方法では破砕
後もミトコンドリアが脂質二重膜構造を維持しており、ミトコンドリアに対
しダメージの少ない破砕方法であることが確認された。本研究により、個々
の細胞を観察しながら、タンパク質の機能を維持しつつ細胞外に取り出すこ
とが初めて可能となった。  
 第五章「オープンフロー型ハイドロゲルソータの開発」では、ゾル・ゲル
相転移に伴う微小領域の僅かな粘度変化を利用した、新しい１入力－２出力
の生体分子ソーティングシステムについて論じた。当初開発した T 字型ハイ
ドロゲルソータでは、分岐部分の片方を赤外線レーザにより加熱・ゲル化し
て流路を塞ぐことによりソーティングを行っていた。その際、広い面積での
ゾル -ゲル相転移を必要とするため分離速度が遅く、またターゲット粒子以外
の不純物粒子の混入が問題となった。本研究では、有限要素法を用いた流体
解析の手法を有効に活用することにより流路構造の最適化を行った。また、
サンプル流の両側をキャリア流ではさむ形のシースフローを取り入れること
により、ゾル・ゲル相転移に伴う微小領域の僅かな粘度変化を利用してソー
ティング可能なデバイスを新規に開発した。これにより、ゾル -ゲル相転移速
度のみに律速される高速ソーティングが可能となった。さらに、入力部分に
３次元的なシースフローを取り入れることによりサンプル流を底面に絞るこ
とで、ターゲット粒子の分布を流路底面付近に集束させ、生体分子を一個ず
つ確実に検出するように工夫した。これらの流路構造の最適化により、検出
から分離まで 5 ミリ秒以内で行える高速ソーティングを実現し、ソーティン
グエラーも大幅に減少させた。その結果実現したデバイスは従来の大型高速
セルソータの機能に匹敵する性能を示し、細胞機能解析に不可欠なオルガネ
ラソータへの応用が可能となった。  
 第六章「マルチチャンネルハイドロゲルソータの開発」では、多数の生体
分子の同時並列処理を実現するため、流体システムの積層 3 次元化を行った。
１入力－２出力の生体分子ソーティングシステムでは、単位時間あたりのサ
ンプルの処理能力に限界がある。そのため、入力部分から導入したサンプル
流とバッファ流を 16 並列 32 流路に分岐させて同時並列分離処理を行い、回
収と廃棄の 2 つの出力にソートする 3 次元積層流体デバイスを開発した。多
数の並列化されたマイクロ流路中で均一な流れを実現させるため、マイクロ
流路のシステム全体の流路抵抗を考慮して構造を最適化した。このことによ
り、安定した多並列ソーティングが可能となった。本研究で開発したソーテ
 ィングシステムは、オルガネラの構成成分を同定するという新たな研究への
道を開くものである。  
 第七章「油相マイクロカプセル生成デバイスの開発」では、DNA やタンパ
ク質等の生体分子を油相に包んで、流体システム中で安定に搬送することを
可能にする、油相マイクロカプセル作製のためのデバイス開発について論じ
た。従来の類似研究では、本研究が最終ターゲットとしている「一分子」適
用可能なサイズの油相カプセルは実現されていない。そのため、油相カプセ
ルの細分化技術について検討を行った。油相カプセルを細分化させる流路構
造内にピラー構造を取り入れることにより、1 つの油相カプセルを均一に 16
分割することが可能となった。更に、抽出後の油相の体積を微量化するため、
空気 /油相 /水相の新しい 3 層のマイクロカプセルの生成デバイスの開発も行
った。この結果、油相の流量を制御することでカプセルの大きさを保ったま
ま油膜の体積を 200pL まで微量化することに成功した。これにより、微量な
油相カプセル搬送系を流体システムで構築することが可能となった。  
 第八章「生体一分子リアルタイムイメージングへの応用」では、実際に生
体一分子のリアルタイムイメージングを行った結果を示した。前章までの成
果をマイクロ流体システム中に組み入れることで、試薬の高速制御を行い、
薬物に反応した生体一分子を実時間で観察できるシステムを世界に先駆けて
開発した。具体的には全反射蛍光顕微観察  (TIRFM)  に適したマイクロ流体
システムを構築し、大腸菌のシャペロン GroEL とコシャペロン GroES の結
合・解離に必要な試薬を高速に注入した結果、一分子のタンパク質間相互作
用による変化のリアルタイムイメージングに成功した。  
 第九章「結論と今後の展望」では、以上を総括し、結論と今後の展望を述
べている。  
 以上、本論文において著者は MEMS 技術を用いて、マイクロ流体に関する
要素技術を確立し、「細胞培養」、「細胞破砕」、「 DNA、 RNA、タンパク質の
分離」、「生体分子抽出」、「分析」といった一連の生体分子の機能解析をオン
チップで行えるマイクロ流体システムの礎を築いた。また、生体一分子の結
合解離を実時間で観察できるマイクロ流体システムを世界で初めて開発した。
本研究で得られた成果は計測工学、生化学、分析化学、細胞生物学分野の発
展に多大な貢献をなしており、今後の生命科学研究に寄与するところが大き
い。よって、本論文は博士（工学）の学位論文として価値あるものと認める。  
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